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テ ロ メ ア は染色体末端 に存在す る5' m G G G-3,の 6塩基対を基本構造 とす る繰り返 し配列である . 細胞が 分裂を重ねる
と テ ロ メ ア長 は次第 に短縮 し, 染色 体の 安定性 が失 われ 細胞死 に帰結する . テ ロ メ ラ ー ゼ は テ ロ メ ア を伸長 させ る酵素であり,
そ の活性発現 に よ っ てテ ロ メ ア 短縮に伴う染色体不安定化が回避 され る こ と に な る. 肺痛を含む多く の 痛組織 にお い て高 い テ
ロ メ ラ ー ゼ活性が 報告 されて い る が , 正常組織 の そ れ は極 め て低い . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 お よ びテ ロ メ ア長変化と痛 の 病態 との
関連性 に つ い て は現在盛ん に研究 され て い るが , 特 に肺癌 に つ い て は 不明の 点が多い . 本研究で は , 非小細胞肺癌組織にお け
る テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 , テ ロ メ ア 長を測定 し, 臨床病理学的因子 汀因子, N国子, 病期, 組織乳 静脈侵襲, リ ン パ 管侵襲,
胸膜浸潤 , 分化度, 核分裂指数) と の 関係を検討 した . さ ら に肺癌患者の 喀痍 の テ ロ メ ラ ー ゼ活性 を測定し, 肺癌 の ス クリ ー
ニ ン グ検査 と し て の 有用性を検討 した . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 はT RA Pez eTelo m er as eD te ctio nKt を用 い た ト ラ ッ プ Celo m eric
repe ata mplific atio nproto c ol,T M) 法で 測定 し, 半定量化 して相対的テ ロ メ ラ ー ゼ 活性(totalpr odu ctge n e rated,T P G) を算出
した . テ ロ メ ア 長 は , テ ロ メ ア 反復配列を プ ロ ー ブ と し た サ ザ ン 法 を用 い て 測定 し た . 非小細胞肺癌組織10 6例中75例
(70.8%上 炎症性肺組織5例中1例 (20.0 %) が テ ロ メ ラ ー ゼ活性陽性であ っ たが , 隣凝正 常肺組織は 25例会例が陰性であ っ た .
一 方 , 非小細胞肺癌組織 の T P G値 は40.1± 100単私 隣接正常肺組織 は0.048± 0.0 82単位 , 炎症性肺組織 (5例) は0.135±
0･078単位 であり, 非小細胞肺癌組織 の TP G は 正常肺組織, 炎症性肺組織に比 し有意 に高値 を示 した b<0.01). 非小細胞肺癌
組織 に お ける テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性撃 と臨床病 理学的諸国子 と の 相関 は認め られ なか っ た . しか しなが ら T P G値 と T因子 と
の 相関 に つ い て は , T2症例 は T l症例 に比 しT P G値 が 有意 に高く (p<0.01), T 3-4症 例 はT l症例 に比 し高 い 傾向 にあ っ た
b=0.06). T P G値 と N 因子 と は相関 しな か っ た . 病期別に はⅠ期症例 に比 しⅢ期, Ⅲ- Ⅳ期症例が高い T P G値を示す傾向にあ っ
た ゎ=0･06)･ ま た組織型 とT P G との 相関は な か っ たが , 胸膜浸潤陽性例は陰性例 に比 しT PG が有意な高値を示 した (p<0.05).
組織 型別 に分化度 と T P G値 の 相関 を み る と , 扇 平上 皮癌 に お い て 中 , 低分 化型 は高分化型 に比 し有意 に高値を示 し た
b<0.05). ま た核分裂指数と T P G値 と の 間に は有意な正 の 相関を認 め た b<0.01). 非小細胞肺癌 鋸例 の テ ロ メ ア 長は , 隣接正
常肺組織 に比 して 延長例が 83例中9例(10.8%), 短縮例が 17例(20.5%), 不変例が57例(68.7%)で あ っ た . テ ロ メ ラ ー ゼ活性 に
つ い て は テ ロ メ ア 長 延長例 で は短縮例 , 不変例に比 し有意 に高い TP G値を示 した . しか し, テ ロ メ ア が 延長 しか つ テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性陰性 の 症例も見出 され た . また, 肺癌患者24例中14例 (58.3 %) で 喀疾 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 が 陽性 であ っ た . さ ら に
喀癌細胞診で ク ラ ス ト Ⅲで あ っ た 18例中9例(50. %)が テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性であ っ た , 以 上 の 結果よ り, 肺癌組織 の テ ロ メ
ラ ー ゼ 活性 は腫瘍 の 増大や周囲組織 へ の 浸潤 と とも に増加す る こ と , テ ロ メ ア 長の 維持 に は テ ロ メ ラ ー ゼ活性発現以外の 機構
も存在する こ と が示唆 され た . また 肺癌患者の 喀疲の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 の 測定 は肺癌の ス ク リ ー ニ ン グ検査 と して 有用であ る
こ と が 初め て示唆 さ れ た.
Key w o rds n o n-S m allc el11u ng ca n cer,telo m ere,telo m eras e, T R APass ay
テ ロ メ ア は , 染色体 の 末端 に存在す る m G G Gの 6 bの 繰り
返し配列であり, ヒ ト染色体で は 約1 0 Kbの 長 さを有する . 細
胞分裂 に伴う D N A複製 の 過程 で テ ロ メ ア は そ の 長 さ を減 じ
Ⅰ)
, 4-6 E b に至 る と染色体の 安定性保持が 困難 と なり細胞 は死
滅す る2)3). した が っ て , テ ロ メ ア の 伸 長能をもた な い 細胞で
は, テ ロ メ ア 長に よ っ て 残余分裂能が規定 され る こ と にな る .
テ ロ メ ラ ー ゼ は テ ロ メ ア 配列を鋳型 と して染色体末端の テ ロ メ
アを合成, 追加する逆転写酵素であ る. テ ロ メ ラ ー ゼ の 発現 を
介 して 細胞分裂に付随す るテ ロ メ ア 長短縮が防止さ れ れ ば, 細
胞は 際限の な い 増殖能を獲得す る こ と に な る
4)
. ヒ ト細胞 の 場
合, 極め て 高い 増殖能をも つ 生 殖細胞 は強い テ ロ メ ラ ー ゼ活性
を示す が, 正 常体細胞 は通常活性をもたない 5j. また 種 々 の 臓
器の 痛組織に お い て テ ロ メ ラ ー ゼ活性が 高率 に発現 して い る こ
と が 報告さ れ て い る
6卜 1 5)
. テ ロ メ ラ ー ゼ 活性の 陽性率は甲状腺
痛で は 50 %
6)
, 胃痛7), 大腸癌 8), 膵癌9), 乳癌1 0)で は85 将5%で
ある .
平成11年6月14日受付 , 平成11年7月21日受理
A bbreviation s:T W , telo m eric repe ata mpli五c atio nproto c ol;TP G, tOtalpr odu ctgen erated;TNM, the tu m or-
n ode- m etaStaSis stage
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肺癌 に お い て は 非小細胞癌 で 78-84 %11】12), 小 細 胞癌 で は
100 %11)の 症例で テ ロ メ ラ ー ゼ活性が 陽性であ っ た と報告 さ れ
て い る . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性や テ ロ メ ア長 の 変化と癌 の 臨床病態
に つ い て は, 現在盛 ん に研究さ れ て い るが , 特 に肺癌 に つ い て
は不明の点 が多い . 例 えば テ ロ メ ラ ー ゼ活性 と肺癌 の 予後 と の
相 関に関 して Hiy am aら1
1) は, テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 の 高 い 腫瘍 で
は予後が悪 い 傾向があ る と述 べ て い る . ま たYa shim aら1 6) は ,
肺 の 上 皮内項 の テ ロ メ ラ ー ゼ活性 は , 進行癌 に比 べ る と低値 で
あ っ た と報告 して い る . 一 方 , テ ロ メ ラ ー ゼ活性 と予後 は相関
しない とい う報告17)もある . テ ロ メ ア長 に 関して も, テ ロ メ ア
長 の 変化 の み ら れ る症例 は予後不良である と い う 報告1
7)18)と ,
関連 しない と い う報告1 2)が ある .
また , ヒ ト テ ロ メ ラ ー ゼ の R N Aコ ン ポ ー ネ ン ト (hu m a n
telo m er as eR N Ac o mpo n e nt, T E RC) に対する ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴヌ ク レ オ チ ドを反応 さ せ る こ と に より , ヒ ト癌 由来継代細胞
株 に お い て テ ロ メ ラ ー ゼ 活性が 抑制され , さら に細胞増殖も抑
制され た と い う報告もあり19), こ の よう な テ ロ メ ラ ー ゼ 活性阻
害物質が痛治療 に用 い られ る 可 能性もある . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性
と痛 の 臨床痛態 と の 関連性を明ら か に する こ と は, テ ロ メ ラ ー
ゼ 阻害物質に よ る療治療が臨床上応用可能か どう か を予測する
一 助 にも な ろう . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性が 痛組織で高率 に発現 し,
正常 組織 で は ほ と ん ど検出されない と い う特徴か ら , テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性 の 測定 は痛 の 早期診断 にも有用である こ と も期待 され
る .
本研 究で は , 非小細胞肺癌組織の テ ロ メ ラ ー ゼ活性 とテ ロ メ
ア 長を測定し, T, N 因子 , 病期, 組織 型, 静聴侵襲, リ ン パ
管侵襲, 胸膜侵襲の有軌 核分裂指数と の 関係に つ い て 検討 し
た . また肺癌患者お よび 非肺癌患者の 喀疾の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性




1. 細胞培養 お よ び その 条件
ヒ ト痛由来継代細胞株 H C T 15を直径6 c mの シ ャ ー レ 内で 培
養 した, 培養液に は R P M I-1640培地(Gibco, Gr and isla nd, U S A)
に ウ シ胎児血清 (Gibc o), 100単位/mlペ ニ シ リ ン (コ ス モ バ イ
れ 東京), 100〃g/mlス ト レプト マ イ シ ン (コ ス モ バ イ オ)を添
加 した もの を使用 した . 培 養細胞 は , 5% 二 酸化炭素通気の 培
養装置内 に お い て 3 7℃ で 培養 し, 対数 増殖期 にあ る細胞 を
P B S に て 2回洗浄後, ト リ プ シ ン E D T A[0.0 5% トリ プ シ ン
(Sigm a,St. Lo uis, U S A), 0.53m M E D T A(和光純薬, 大 阪) ]で
採取 遠心後 , P BS に て一 回洗浄を行 っ た . 遠沈 させ た 細胞 は
解析 に使用す るまで - 80℃で 保存 した .
2 . 組織検体
1996年10月 か ら19 98年6月まで に, 金沢大学医学部第 一 外
科学講座 に て 切除 さ れ た原 発性非小細胞肺癌106例 お よ び炎症
性肺疾慮5例を対象とした . い ずれ も術前化学療法は施行 さ れ
て い ない . 肺 癌症例 の 性別 は男性75例, 女性31例, 年齢 は25-
90才 (平均66.6才), 組織型 は腺痛65例, 扁平上皮痛31例, 大
棚胞癌6例 , 腺 扁平 上皮滴 4例 で あっ た . T N M(the tu m o r-
n ode- m eta Sta Sis stage , T N M)20) 分類に基づく病期分類 は Ⅰ期
50例 , Ⅱ期 16例 , Ⅲ期3 8例 , Ⅳ 期2例 で あ っ た . 肺滴組織 ,
隣接正常肺組織お よ び炎症性肺組織は切除後直ちに液体窒素 に
失
て急速凍結 し, 解析 に使用するま で-餌 ℃ で保存 し た .
3 . 喀疾
199 8年2月 か ら同年7月まで に金沢大学医学部第 一 外科学講
座 で手術 を施行 さ れ た 肺癌症例24例 と, 同時期 に 入 院 し て い
た 非肺癌症例1 6例を村象 と した . 肺癌症例 の 組織型は腺痛15
例 , 扁平上 皮痛5例 , 小細胞癌2例 , 大和胞痛 1イ札 腺扁平上
皮痛1例 であ っ た . 非肺癌症例 は結核8例 , 気管支炎2例 , 肺
膿 瘍2例 , 腺 腫様過形成1例, そ の 他3例 で あ っ た . 自然 に喀
出さ れ た 喀痍 1回分を材料 と した . 暗疲採取後直ち にその 一 部
を細胞診用 に ス ライ ドガ ラ ス 2枚 に 塗沫 し, 95 %エ タ ノ ー ル 固
定後パ パ ニ コ ロ ウ 染色を行 っ た . 残り の 喀疾 に トリ プシ ン 溶液
【0.5 % トリ プ シン (Sigm a), 0.5 %塩化 カ ル シ ウ ム (和光純薬),
0.0 1 M P B S】を加え室温で 10分間静置 した の ち, 1,500g で 5分
間遠心 し た. 次 い で 上 清を除き , 沈殿 に氷冷 した P B S lOmlを
加えて洗浄後, 4℃ , 1,500g で 5分間遠心 した . こ の 操作を2
回行 っ た後, 上 清を取り除き沈殿を解析 に使用するまで - 80℃
で 凍結保存した .
Ⅰ . テ ロ メ ラ ー ゼ活性 の測定
テ ロ メ ラ ー ゼ 活性は 継代細胞 , 臨床検体 , 喀痍 よ り抽出 した
蛋白 を用 い て , ト ラ ッ プ (telo m e ric r epe at a mplific atio n
pr oto c ol, T R A P)法 にて 測定 した . な お , T RA P法 に はT R A Pez e
Telo meras eDete ctio nKit(O N C O R, G ai the rsbu rg, U S A)を使用
した .
1 . 蛋白の抽出
継代細胞株に つ い て は , 2× 106の H C T 15細胞 の 凍結沈殿を
キ ッ ト付属 の 1× C H A PS溶解液(0.5% CIIA P S, 10m M n is-H Cl,
1m M 塩化 マ グネ シ ウ ム,1 m M E D T A,5 m M β- メ ル カ プト エ タ
ノ ー ル
,0.1 m M ベ ン ザ ミ ジ ン , 10 % グ リ セロ ー ル)200/∠1 で再
懸濁 し, 氷上 で3 0分間静置 した . そ の 後4 ℃ で 12,000g, 20分
商連心 し, 上 帝を蛋白抽出液 と した . 組織検体 に つ い て は , ク
リ オス タ ッ トに て 薄切 した 凍結組織 50/Jg に キ ッ ト付属 の 1 ×
C H AP S溶解液20 0FLlを加えて , マ イ ク ロ ホ モ ジ ナ イ ザ ー (コ ス
モ ･ バ イ オ) を用 い 10秒間ホ モ ジナ イ ズ した . ホ モ ジ ナ イ ズ 液
を氷上 で3 0分間静置 した 後, 4℃で 12,000g, 2 0分 間遠心 し,
上 清を蛋白抽出液と した . 抽 出液の 蛋白濃度 をBioRad-Pr otein
Assay染色液(日本 バ イ オ ラ ツ ド, 東京)を用い て 測定 し, 蛋白
濃度0.5〃g/〃1 に調整 した . 喀瘍 に つ い て は, 凍結 沈殿全量に
1× C H A P S溶解液20 0〃1を加え, 継代細胞株 の 方法 に準 じて
蛋白抽出 を行 っ た . す べ て の 蛋 白抽出液は解析 に供す る ま で-




蛋白抽出液2/ノ1(蛋白量1 〃g) に つ き, キ ッ ト付 属の T R AP
反応緩衝液【20m M T ris-H Cl(pH 8.3)5FLl, 68m M 塩化カ リ ウ
ム
, 1.5 mM 塩化 マ グネ シ ウム , 1 m M E D T A, 0.08%
′
IVe en 20],
デ オキ シリ ボ ヌ ク レオ チ ド混合液(d A T P,d G T P,d C T P,d m 各




C C G T C G A G C A G A G m 3
'
)0･1FLg, お よび プ ライ マ
ー ミ ッ ク
ス 【R P プ ライ マ ー , Kl プラ イ マ ー , T S E l テン プ レ ー ト各0.1
FL gを含剤 各1FLl, Taq(血e r m u s aqu aticu s, Taq)D N Aポ リ メ
ラ ー ゼ (宝酒造, 京 都)0.4単位を加え, 滅菌蒸留水 に より全量
50/Jl と した. R P プ ライマ
ー は テ ロ メ ラ ー ゼ 生成物を増幅する
ア ンチ セ ン ス プ ライ マ ー で あり, K lプラ イ マ ー お よ びT S K l テ
ン プ レ ー トほ3 6 bp の 内部標準 の配列を増幅す るプラ イ マ ー で
ある. PCR反応 に は Progr am Te mp Co ntroI Syste m P C-800(ア
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ス テ ッ ク, 福 岡)を使用 し た. 30℃で 30分間テ ロ メ ラ ー ゼ に よ
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド伸長反応を さ せ た 後, 94℃5分間で テ ロ
メ ラ ー ゼ を失活 さ せ た . そ の 後9 4℃30秒間の 熱変性 , 56℃30
秒間の ア ニ ー リ ン グ, 72℃4 5秒間の D N A伸長反応を1 サ イ ク
ル とす るP C R反応を30 サイク ル 行 っ た . こ の P C R産物50〃l に
つ き5/∠1の 色素繚衝液【全量5 mlに つ き グリ セ ロ ー ル 2.5 ml
(和光純薬), 1.25 % ブロ モ フ ェ ノ
ー ル ブ ル ー 1.O ml(和光純薬),
1.25 % キ シレ ン シア ノ ー ル 1.O ml(和光純莱), 0.5 M E D T A(pH
8.0)0.5 ml】 を加え, 12 % ポ リ ア クリル ア ミ ドゲ ル に て走電圧
1 50v, 2時 間の 電気泳動 を行 っ た . 泳動 終了後 , 10,000倍希釈
の S YBRTMGree n I液 (Mole cular Probe s, Orego n, US A) にて染
色 し, 蛍光 イ メ ー ジア ナ ライ ザ ー SI(モ レ キ ュ ラ ー ダイ ナ ミ ク
ス ジ ャ パ ン , 東 京) に て 画像 を取り込 み , 画像 解析 ソ フ ト
IM A G EQU A N T(M ole c ula rdyn amic s, C alifomia, U S A) にて濃
度解析を行 っ た .
3 . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 の 半定量
定量化 コ ン トロ ー ル の 信号強度を基準値 と して 以下 の 式を用




(r - ro) /cR
×100
Ⅹ, 非加熱処理試料 の 信号強度 ; Ⅹ0, 加熱処理試料 の 信号強度 ;
r
,
コ ン ト ロ ー ル テ ン プ レ ー ト CT S R 8 0.1a m ol)の 信号強度 ;ro,
テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陰性対照の 信号強度 ; c, 非加熱処理試料試科
内の 内部標準の 信号強度 ; cR, 定量化 コ ン トロ ー ル の 内部標準
の 信号強度)
隣接 正 常肺組織 25例 の T P Gの 平均値 + 2S D[0.21 2単位
Ⅳnits, ロ) 】をカ ッ ト オ フ 値と し, そ れ よりT P G が高値 であれ
ば テ ロ メ ラ ー ゼ活性陽性 と定義 し た. 略疲の テ ロ メ ラ ー ゼ活性
測定に お い て も, 凍 結検体に準 じて T P G= 0.212U 以 上を テ ロ
メ ラ ー ゼ活性陽性 と した .
4.TP G億の 定量性の 検討
2 ×1 0
6
の ヒ ト癌 由来継代価胞株 H C T 15細胞 か ら の 蛋白抽出
液を10倍か ら104倍 に段階希釈 して T R A P法を行 い , TP Gを測
定 して検量線を作成 した .
Ⅱ . テ ロ メ ア 長の 測定
テ ロ メ ア 長 の 測定 は , 臨床検体 より ゲ ノ ム D N Aを抽出 し,
制限酵素 で完全消化 した の ち ア ガ ロ ー ス 電気泳動を行 い , テ ロ
メ ア 反復配列をプ ロ ー ブ と し たサ ザ ン ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
法を行 っ て測定 した .
1 . ゲ ノ ム D N Aの 抽 出
ク リ オ ス タ ッ ト にて 薄切 した凍結検体 50〃 g を600〃lの 水冷
ホモ ジ ナ イ ズ績衝液【20m M T hs H Cl(pH 7.5) (Sigm a), 0.1 M
塩化ナ トリ ウ ム (和光純薬),1.5 m M 塩 化 マ グネ シ ウム (和光純
薬) 】中で マ イ ク ロ ホ モ ジ ナ イザ ー を使用 して10秒間ホ モ ジ ナ
イ ズ した後 , ホ モ ジ ナ イ ズ 液を 4 ℃, 4,000g で5分間遠心分離
した . 上 清を捨 て沈殿 に TN E溶液【10m M Tris H Cl(pH 7.5),
0･1 M塩化 ナ ト
●
リ ウ ム , 1 m M E D T A]6 00FLl を加えて 懸濁 し,
10%S D S(和光純薬)30/∠1 お よび, 10mg/mlの プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ
E(Sigmめ 6〃1を加え, 混合後50℃で 16時間加温 した . こ れ に
T E緩衝液【1 m M Tr is H Cl(pH 8.0),1 m M E D T A]飽和 フ ユ ノ →
ル600〃1を加え室温で4時間穏や か に転倒混和 し, 1凰000g, 10
分間遠心分離 した の ち水層を採取 し た. この 水層 にク ロ ロ ホ ル
ム 300〃l, T E緩衝液飽和 フ ェ ノ
ー ル 300〃1を加え2時間穏や か
に 転倒混和 し , 1 5,00 0g, 1 0分間遠心分離 し水層を分離 した .
分離 した水層約 600/∠‖ニ対 し, エ タ ノ
ー ル 1 ml, 3 M酢酸ナ ト
リ ウ ム 2 0/∠1 を加 え , - 20℃で 1 6時間以上静置 し た の ち
15,000g, 4℃, 20分間遠心分離 し, エ タ ノ ー ル 沈殿を行 っ た .
沈殿 させ た D N A は80 %エ タ ノ ー ル 1 mlで 洗浄 し, 減圧乾燥 さ
せ T E緩衝液100FLl で溶解 した . こ の D N A溶液の 260 n m に お
ける吸光度を測定し, D N A濃度を計算 した (1 0 D=50FLg/ml).
2 . プ ロ ー ブ の 標識
テ ロ メ ア 反復配列【 m G G G】4をプロ ー ブ と して 用 い た . プ
ロ ー ブ1 50ng に対 し, T4 ポ リヌ ク レ オチ ドキ ナ ー ゼ10単位
(宝酒造), 10× T 4 ポ リヌ ク レオ チ ドキ ナ ー ゼ繚衝液 持00mM
n is H Cl(pH 8.0),100m M 塩化 マ グネ シ ウム , 50m M D T T】5FLl,
【γ -
32
p】 m l,8 5 M Bq(ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン, 東京) を加え,
簡蒸留水 に て全量50〃1 に し た. 3 7 ℃ で 60分酵素反応を行 い 5
,
末端 を標識 し, M icr oSpin
TM
G-25 Colu m s(フ ァ ル マ シ ア ･ バ イ
オ テ ク, 東京)に て標識D N Aを精製 した.
3 . サ ザ ン ハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン
D N A 5〃gを制限酵素 餓好 Ⅰ(宝酒造)50単位 にて 完全消化 し
た . 消化 し た D N A溶液を10〃1 に調整 し色素液3 〃lを加え,
0.7% アガ ロ ー ス ゲ ル に て定電圧100 V, 6時 間の 電気泳動を行
っ た . 泳動後0.5/上g/mlの エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド液 (和光純薬)
に て染色 し, サ ザ ン法 に準じてトラ ン ス フ ァ ー を行 っ た . す な
わち染色後の ゲ ル を加水分解液(0.25 N塩酸) に浸 し10分間穏
や か に振渡 した の ち, 変性溶液(1.5 M水酸化 ナトリ ウ ム , 0.5
M 塩化ナ トリ ウ ム) に浸 し室温で 30分間振塗 して D N Aを変性




(ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東京) に, アル カ リ トラ ンス フ ァ ー 繚衝
液 (0.4 N水酸化 ナ トリ ウム) を用い て ト ラ ン ス フ ァ ー した . 2
分 間の 紫外線照射を行 い , D N Aを ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル
タ ー に 固定 した . フ ィ ル タ ー は プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン緩
衝液【2× Prehybridiz ation/Hybridiz atio nBuffer (Gibc o)5 ml,
0.5 % S D S, 蒸留水を加えて10mlに調整] 中で 50℃で2時間の
プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . そ の 後, 標識 した プ ロ
ー ブ を 加 え た ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 硬 衝 液 [2×
Pr ehybridiz atio n/Hybridiz atio n Buffe r5 ml, 5 m M E D T A,
0.5 % S D S, 蒸留水を 加え て10 ml に調整]中 で, 50 ℃ で 4時間
の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンを行 っ た . ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
した フ ィ ル タ ー は4× SS C(0.18 M塩化ナ ト7) ウム , 18 m M ク
エ ン 酸ナ トリ ウ ム) お よ び0.1 % S D S を含む溶液中で 55 ℃ で30
分間洗浄 し, 引 き続き2× S S C及 び0.1 % S D S を含む 溶液中で
55 ℃ で30分間洗浄 した . B AS-1000 1Pplate(富士写真フ イ ル ム ,
東 京) に て オ ー ト ラ ジオ グラ フ イ ー を行い , M a cB A Sv e r2.0
(富士写真フ イ ル ム) に て32P取り込み の ピ ー ク を検出 し, そ の
移動度 を測定 して テ ロ メ ア長 と した . Hiya m aら
11)
, S hir otani
ら
21) の 報告 に準 じ, 隣接正 常肺組織の テ ロ メ ア長 に対する肺
癌組織の テ ロ メ ア 長の 比が 1.2以上 を テ ロ メ ア長延長, 0.8 より
大きく1.2未満 を不変, 0.8 以 下を短縮と定義 した .
Ⅳ
. 核分裂指数の算出
腫瘍組織 の H E染色標本を4 00倍 の 視野で鏡検 し, 腫瘍胡胞
2,000細胞中の 分裂中の 細胞の 数 を計測 し こ れを百分率 で表 し
た .
Ⅴ . 統計的処理
T P G お よ びテロ メ ア長の 測 定結果 は平均値±標準偏差で表 し
446 俵
た. T P G値 と 臨床病理学的因子 と の 相関の 検討 に お い て , 2群
間の 検討 に は M a n n- W hitn ey U検 定を , 多群間 の 検討 に は
Kru skalJW al1is検定を用い た . T P G値 と核分裂指数 , 年齢 と の
相 関関係 の 検討 に は Pe a s o nの 相 関係数 を用い , T P Gの 直線性
の 検討 に は回帰分析を用 い た . テ ロ メ ラ ー ゼ 陽性率, テ ロ メ ア
長変化 と臨床病理学的因子 との 相関, 暗疲の テ ロ メ ラ ー ゼ活性
陽性率の差の 検定 に は ズ
2検定を用 い た . 腫瘍組織 と正常肺組
織 の テ ロ メ ア 長の 差 の 検定 にはt検定を用い た . い ずれ も危険
率5 %未満を有意差ありと した .
成 績
Ⅰ. テ ロ メ ラ ー ゼ活 性の検討
1. T P G の直線性 の 検討
H C T 15細胞 の抽出液を段階希釈 して テ ロ メ ラ ー ゼ 活性を測
定 し(図1), 作成 した T P G検量直線 より, そ の 定量性 に つ い て
検討 し たと こ ろ, 2偶 の 細胞 か ら テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 の 検出が可
能で あり, 既知細胞数 に対する蛋白抽出液 の T P G は細胞数2個
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Fig. 1. Telo m e ra s e a cd vityin v a rious c elln umbe rs of in c olo n
Ca n Ce r C elllin e, H C T 15.
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Fig. 2. Totalpr odu cts ge n er atedCrP G), a S a m e a Su re Of the
level oftelo m e a s e a ctivityin prim ary n o n- S m a11c ell lu ng
C an C e r. ¶1edo se- re SpO n Ce Cu rv eSho w sthe c ontin uity of the
activitY. nle S Olidlin e w a s obtained 血
･
O m CO mPute r丘tted data.
矢
か ら4 × 104個 の 範 囲, T P G億 は2 U か ら1,00 0 Uの 範 囲で 正 の
相関関係が得 ら れ た (図2).
2 . 肺癌組織 , 隣接正 常肺組織, 炎症性肺組織 にお け るテ ロ
メ ラ ー ゼ 活性
テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 の 測定 は非小細胞肺癌組織106検体 , 隣接
正常肺組織25検体, 炎症性肺組織5検体 に つ い て行 っ た . 腫瘍
組織 で の W アツ セ イの 電気泳動の 代表例 を図3 に示す. レ
ー ン3 は中等度 の テ ロ メ ラ ー ゼ活性陽性例 汀P G=12.O U), レ ー
ン5は テ ロ メ ラ ー ゼ 活性高陽性例 汀P G=116.3 U) で あり, レ ー
ン7 はテ ロ メ ラ ー ゼ 活性陰性例 である . 非小 細胞肺癌組織の テ
ロ メ ラ ー ゼ活性陽性率 は70.8 % で, 隣接正常肺組織に比 し有意
に高率で あっ た b<0.0 1). ま た, 非小細胞肺癌組織 の T P Gの 平
均値 は隣接 正常肺組織, 炎症性肺組織 に比 し有意に高値であ っ
た b<0.01). なお , 炎症性肺組織 で は 1例が テ ロ メ ラ ー ゼ 活性
陽性 であ っ た が そ の T P G は 0.3 5 ロ で非小細胞肺痛組織 の 平均
値 に比 べ 低値 であっ た (表1).
3 . 非小細胞肺痛組織の テ ロ メ ラ ー ゼ活性 と 臨床病理学的因
子 と の 相関
テ ロ メ ラ ー ゼ活 性陽性率 と腫瘍径 , T, N 因子, 病期 と の 間
に相関を認めなか っ た . T P G につ い て み る と , T 2症例 は Tl症
例 に比 し有意 に高 い T P G値を示 し･(p<0.01), T 3-4症例もTl症
例 に比 し高 い T P G催を と る 傾向にあ っ た (p=0.0 6). N 因子 と
T P G との 間に相関は認 めなか っ た . 病期 別 に検討す ると Ⅰ期症
例 に比 し Ⅱ期 や Ⅲ- Ⅳ期 症例 が 高 い T P G を示す傾向 があ っ た
(p=0.06) (表2). 組 織型別 にT P Gを比較 した が , 扁 平上 皮痛 ,
腹痛ま 大神胞痛 , 腺 扁平 上皮痛 の 間で T P G値 に有意差 は認 め
な か っ た . ま た , リ ン パ 管 侵襲 , 静脈侵襲の 有無 と T P G値 と
の 間に も有意 な相関を認め なか っ た . 一 方 , 胸 膜浸潤陽性例 は
陰性例に比 しT P G が有意 に高値 であ っ た b<0.05) (表3). 腺痛
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Fig. 3. Telo m e ra s e a ctivityin n o n- S m allc ell lu ng c a n c e rsby
thetelo m eric repe ata mpliBc atio nproto c ol(TR A Pas s ay).
Lan el, 200 H C Tl15 cells(a spositive c ontrol);La n e2, he at
tr eated extr a ct fro m 200 H C T 15c ells; hn e3, nOn- S m allc ell
lu ng c an C e rwi thm oder ate telo m e r as e a cti vityCr P G=12.O U);
l.an e4, he at tr e ated e xtra ct fro mthe s a m e s a mple s aslan e3;
La n e5, n O n- S m allc ell lu ng c a n c e r with hightelo m e ra s e
a ctivitY(T P G=116.3 U); hn e6, he at tre ated extra ctfro mthe
S am e S a mPle s a sla n e5;Lan e7, n O n- S m a11c e11 lu ng c a n ce r
wi thn otelo m e r as e a ctivibrCr PG=O U);I.a n e8, he at treated
e xtra ctfr o mthe s a m e s a mple s a sla n e7;Lan e9, C O ntr Ol
te mplate (T S R 8 0.1 a m ole); La n elO, C H A P S buffe r(a s
n egativ e c o ntr ol)
肺癌の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 お よ びテ ロ メ ア 長の 測定
Table l･ Telo m er as e a ctivltyln Pn m ary nOn-S m allc ell lu ng ca nc ertiss u es, adjace ntnorm a1 1u ngtlSS u eS and
infla m m atorylu ngtlSS u eS.





No n-S m allc e11 1ungc an c er
A dja ce ntn orm allungtlSS ue
Inna m m ato ryIu ngtlSu e
7 5(70.8) 40.1±100






･ Co mparis on oftu m or s!ze,tu m OrStage(T factor),1ymphn ode m etastasis(Nfactor)andpathologic al
Stage Wi th telom eras e activitylnPn m ary,reS eCted in n o n- S m allce11u ngca nc er



































































6 7.1 ±8 4.5
5 7.6 ±1 47
*
p<0.0 1.
Table 3. Co mparis on oft u m or hist olog y,1ym phatic vessel inv a sio n, VenO uSinvasio n andple uralinvasion
Withtelo m er ase activ ltyln n On-S mallcell lung cancer
Variables No. ofs am ples
H istolog y
Squ a m ou sc ellcarcinom a
A de n oc arcin orn a
Large cellc arcino m a
A de n osqu am O u S C arCin o m a





Ven o usin vasion
V( - )
Ⅴ(+)









































3 6.6±1 0 9
1 0.4 ±2 0.2













Fig. 4. Co rr elatio nbetw e e ntelo m e r a s e a ctivity a nd mitotic
index. M ito也cindexha spo sitiv e as s o ciado ntoT P G(R=0.231,
pく0.01).
矢
と扁平上 皮癌 に つ い て の 組織学約分化度 と テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽
性率 , T PG の 関係を表4に示す. 腺病 で は分化度 と テ ロ メ ラ ー
ゼ 活性陽性率 お よ び T P G値 と の 間 に相関 は み ら れ な か っ た .
扁平 上皮癌 に お い て もテ ロ メ ラ ー ゼ活性陽性率 と分化度の 相関
は認 め な か っ た が , 低分 化型, 申分化塑は高分化型 に比 しT ?G
が有意 に高値 であっ た b<0.05).
4 . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 と核分裂指数と の 関係
核 分裂指数 は テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 陽性 症例 で は 0. 53 7±
0.056 %, 陰性 症例 で は 0.07 1± 0.0 16 %で あり, 陽性症例の 核
分裂指数 は陰性症例 に比 し有意に高率であ っ た b<0.01). また ,
核 分裂指数 と T P G値 と の 間 に は 有意 な正 の 相関を認 め た
b<0.05)(図4).
Ⅱ . テ ロ メ ア長 の 検討
テ ロ メ ア 長 の 測定 は非小細胞肺癌組織8 3検体 , 隣接 正 常肺
組織83検体 に つ い て行 っ た . テ ロ メ ア 長 は非小細胞肺痛組織
で は平均 9.01± 2.7 kb, 隣接正常肺組織 で は 平均 9.44 ±2.1kb
で あり両群間で有意差 は認 めなか っ た . テ ロ メ ア長延長 は非小
冊胞肺癌観織 83検体中9検体(10.8%), 短縮 は 17検体(20.5%)
に認め , 57検体 (68.7%) で は テ ロ メ ア 長は 不変であ っ た. テ ロ
メ ア長の 変化と臨床病理学的諸因子 との 間 には 相関 はみ られ な
Table 4. Co mparis o n of cell di ff tre n ciation state in aden o carcin o m a and squ a m o us c e11car cin o m a with
telo m er ase activity
Hist ology No. ofs amples
No. of telo m eras epo sitive T P G(U)
S a mples(%) (豆±SD)













































a)diff. ,dif fer nciated.
Table5. Co mpariso n oftu m or siz e,tu m Or Stage(T factor),1ymph n ode m etastasis(N facto r)andpathologic al
St age With ter min alr estrictio nfragm ent length
V ariab les No. ofsa mples
A lt eratio n of terminalr est ricto nftagm e nt le ngth
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Table6･ Co mparis o n ofalteratio noftu m orhistolog y,1ymphatic v essel in vasion, Ven O uSin v asion, andple ural
in vasio nwithter minalrestrictio n丘･agmentlength
Variables No ･ Ofs a mples
A lt er atio n of ter minalrestricto nfragm e nt length
Reduc ed(%) No alter ation(%) Elo ngated(%)
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Histolog y
A de n o c ar cin o m a
Squ am O uS C ellc ar cin om a
Large c ellc arcin o m a
Ade n osqua m o u s c arcino m a













































Tab le7･ Co mpariso n ofalteratio n of ter minalrestrictio nfragm e ntlengthwith telo m er ase activlty











Table8･ Telo m erase a ctlVlty Ofsput u m obtain ed fro mlungc an c erpatients a ndn o n-1u ngc an c erpatie nts
Sa mples No. ofsa mples
No. oftelo m eras e
PO Sitive s a mples(%)
Sputu m of lung c an c erpatients 2 4 1 4(58.3)
Sputu m ofn o n-Iu ng ca n cerpatients 1 6 3(18.8)
*
p<0.05.
Tabie 9･ Correlatio nbetw ee n sputum cytolog yandtelom erase
activ ltyinlu ngc a nc erpatie nts
Sputu m cytolog y No ･ Ofs a mples
No. oftelo m eras e
positive s amples(%)
ClassI _ Ⅲ
C lassⅣ - V
Total
か っ た (表5,6).
軋 テ ロ メ ラ ー ゼ活性 と テ ロ メ ア長 の 変化 との 相関
テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性率と テ ロ メ ア長 の 変化 との 間 には 相関
は み ら れ な か っ た . テ ロ メ ア長 が 延長 して い た9検体 の うち ,
8検体が テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性 , 1検体 が 陰性 で あ っ た (衷7).
テ ロ メ ア 長が 延長 して い た検体で は , 不変 で あ っ た検体 に比 べ
T P G は有意に高値 を示 した ゎ<0.05).
Ⅳ . 喀疾の テ ロ メ ラ ー ゼ活性
肺癌症例 お よ び 非肺癌症例の 暗疾の テ ロ メ ラ ー ゼ活性を表8
に示す. テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性症例 は肺癌症例 で は24例中14
例 (58.3%), 非肺癌症例で は16例中3例(18.8%) であ っ た . テ ロ
メ ラ ー ゼ 活性陽性率 は肺癌症例 に お い て 有意 に高率 であ っ た
(p<0.0 5). 喀疾 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 に よ る肺癌診断 の 感度 は
0.58 3, 特異 度は0.813, 偽 陽性率は0.188 であ っ た . 肺癌症例
24例 の 喀疾 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 と細胞診 と の 関係を表9 に示
す. 喀癌細胞診 ク ラス ト Ⅲの 18症例中9例(50%)が テ ロ メ ラ ー
ゼ 活性陽性 であ っ た. 一 方嗜癖細胞診 ク ラ ス Ⅳ- Ⅴ の 6例の う
ち5例(83.3%)が テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性であ っ た .
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考 察
哺乳類細胞の テ ロ メ ラ ー ゼ活 性の 測定 に は, 19 94年 に 氾 m
ら
2)に より報告 され たP C R を応用 した T R A P法が 一 般 的に用 い
ら れ て い る. T M 法の 原理 は以 下 の 如くで ある . テ ロ メ ラ ー
ゼ によ る D N A伸長反応 の基質となる配列であ るTS オ リゴ ヌ ク
レ オチ ドと テ ロ メ ラ ー ゼ 抽出液 を反応 させ る と , テ ロ メ ラ ー ゼ
が T S オリゴ ヌ ク レ オチ ドにテ ロ メ ア 配列を付加す る. 次 い で ,
T S オl) ゴ ヌ ク レ オ チ ドをセ ン ス プ ラ イ マ ー と して 用い た P C R
反応を行い , テ ロ メ ラ ー ゼ 生成物を増幅 して 検出す る. 以 上 の
方法を用 い て癌組織 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 を測定する場合 の 問題
点 と して , 第1に各反応 ごと にP C R効率 に差が生 じ る た め異 な
る検体間で の 活性 の 高低を比較 できない こ とが 挙げ られ る . 第
2 に痛組織内 にP C R反応の 阻害物質が含まれ て い る場合 に は偽
陰性と な る 可 能性 があり, か か る 阻害物質の 影響 の を除外 でき
な い こ と で あ る . こ れ ら の 問 題点を解決す る方法 と し て ,
T R A P反応系 に テ ロ メ ラ ー ゼ の 基質 に は なら ず, か つ T R A P法
で 用 い る プ ラ イ マ ー に よ っ て 増幅 さ れ る D N A を内部標準と し
て加え る方法が現在用い られ て い る
23)
. 検体 にP C R阻害物質が
含ま れ て い る と , 内部標準の増幅 が阻害 さ れ P C R阻害物質 の
有無が判定でき る. ま た 内部標準の 増幅産物と テ ロ メ ラ ー ゼ 産
物 の ラ ダ ー の 濃度 を デ シ ン トメ ー タ ー に より定量す る こ と に よ
っ て , テ ロ メ ラ
ー ゼ 活 性を半定量化す る こ と も可能 で ある .
Wrightら
24) は, ラ ッ トの ミオ ゲ ニ ン 遺伝子150 bp の 両端 に プ
ラ イ マ ー 配列 の 一 部を付加 した D N Aを内部標準 と し て 用 い ,
乳癌由来 の不死化細胞株(S C C 70)100細胞の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性
を基準値 と して 比活性を算出 し た. こ の 方法で は , テ ロ メ ラ ー
ゼ 活性の 高い 検体 に お い て 150 もpの 内部標準 に よ る バ ン ドが テ
ロ メ ラ ー ゼ 産物 に よ る ラ ダ ー バ ン ドに重な る ため 濃度解析が不
正確 にな る. ま た細胞株 で の 活性を基準値と して い る た め , 多
施設間で の デ ー タ の 比較 が 困難 であ る と い う問題点が ある . 本
研究 で使用 した T RAPezeTelo m er as eD te c也o n Kitで は36 bp の
内部標準を使用 して い る た め , 内部標準産物 の バ ン ドと テ ロ メ
ラ ー ゼ 産物 の ラ ダ ー バ ン ドと の 重なりが回避 さ れ る . ま た , 8
個 の テ ロ メ ア 繰り返 し配列で伸長 し た TS プ ラ イマ ー と 同
一 の
配列をも つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドTSR8を定量化 コ ン ト ロ
ー ル と
して 用 い , 定量性を高 め て い る. Holtら
2 5)は , 同キ ッ ト に よ る
測定法と Wrightら
24)の 測定法 を比較 し, 同キ ッ ト に よ る 測定
法 が定量性, 感度 と もに より優 れ て い ると 報告 して い る . 本研
究で はまず, 同キ ッ トを測定 に使用す る に あた りT P G値 が定
量性をも つ 範囲を ヒ ト痛由来継代用胞 H C T 15 を用い て 検討 し
た . そ の 結果T P G値が2 U から1,0 00 Uの 範囲で は 抽出蛋白量
と T P G億 と の 間に直線性が得 ら れ た . 大木 ら26)も同様 の 検討
を行 い , T P G債 が1 U か ら1,000 Uの 範囲内で同様の 直線性 が
得 ら れ た と述 べ て い る . 本研究 にお い て 非小細胞肺癌106例の
TP Gの 最大値は7 91 U であり, T P Gを用 い て テ ロ メ ラ ー ゼ 活性
の高低を比較す る こ とは 安当である と考え られ た .
本研究 で は , 非小 細胞肺痛106例中75例 (70.8%) で テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性が 陽性 であっ た ∴Ⅲya m aら
1 1)は , 非小細胞肺滴125例
中98例(7 8.4%), 瓜ba n ell ら
12)は99例中84例 (84.8 %) で テ ロ
メ ラ ー ゼ活性 が 陽性 であ っ た と報告 して い る . 本研究 で は , 非
小細胞肺癌 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性寧ほ H iya m a
ll)ら と 同程度
で あっ た が , Alba n ell ら
12)よ り低か っ た . Alban ellら
12)は テ ロ
メ ラ ー ゼ 陽性 の カ ッ ト オ フ 借を明示 して お らず, カ ッ ト オ フ 値
矢
の とり方の 遠 い に よ っ て 陽性率に差が 生 じた 可能性があ る. ま
た本研究で は ! 各検体 の 加熱処理抽出液の 信号強度を バ ッ ク グ
ラ ウ ン ドと して T P G値の 計算 に用 い た が , Alban ell ら
12)は陰性
対照を用 い て い る . こ の た め本研究で はT P G値が Alba n ell ら
12)
よ り低く算出さ れ た可 能性も考えら れ る .
炎症性肺組織 の T P G は非小細胞肺癌組織 より有意 に低値を
示 した . ま た , 炎症性肺組織 の 5例中1例 で テ ロ メ ラ ー ゼ活性
が 陽性 であ っ た が , 陽性例 の T P Gは非小細胞肺癌租織 と比 べ
る と低値 であ っ た . 炎症性肺組織 に弱い テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性を認
め た原因の 一 つ と して , 組織 中の リ ン パ 球 の 影響が 考え られ る.
骨 髄中及 び末梢 血中 の リ ン パ 球 は弱 い テ ロ メ ラ ー ゼ 活性を有
し, マ イ ト
ー ジ ェ ン 刺激 に て活性が 上 昇す る
27)
. ま た痛 の 転移
の な い リ ン パ 節 か らも テ ロ メ ラ ー ゼ活性 が 検出さ れ て い る
28)
.
炎症性組織 に は抗原刺激 を受けて活性化 され た リ ン パ 球 が浸潤
して お り, こ の た め テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 が検出さ れ た可能性 があ
る . また表皮細胞 の 基底層 29)や , 腸粘膜 の 陰裔 の 細胞30)か ら も
弱い テ ロ メ ラ ー ゼ 活性が 検出さ れ て おり , 上皮細胞 の 基底層 に
あ る再生能をも っ た細胞 に テ ロ メ ラ ー ゼ活性 が ある と 考えら れ
て い る. 気管支粘膜 の 基底層 にも同様 の 細胞があり, 炎症組織
で は こ の 細胞の 増殖能 が克進 して お り, か か る 細胞の 存在が炎
症性組織 にお ける テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性例の 存在 に関与 して い
る可能性もあ る.
非小細胞肺癌組織 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性率 と臨床病理学的
因子と の 相関 に関 して Alba n ell ら12)は T因子, N 因子, 術後病
理病期 と の 間に は 相関を認 めな か っ た と報告 して い る . 本研究
で もテ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性率 は い ず れ の 因子 と も相関を認 めな
か っ た . 一 方 , T P G と臨床病理学的因子 と の 相関 に関 し て ,
Alban ell ら
12)は T3症例 はT l-2症例 に 比 し, N l-2症例 は N O症例
に比 し, 術後痛理 病期 ⅢA期症例 は Ⅰ期症例 に比 しT P G が高値
であ っ た と報告 し て い る. 本研 究で は T 2症例 は Tl症例 に比 し
て TP G が有意 に高値を示 し, T 3-4症 例は T l症例 に比 して 高値
を示す傾向を認 め た が , N 因子別 に は有意差を認 めなか っ た .
また , 胸膜浸潤陽性例 は陰性例 に比 べ T P G が有意 に高値を示
した . 病期別 に は Ⅲ 期 ! Ⅲ - Ⅳ期症例 は Ⅰ 期症例 に比 しT P G が
高値を示す傾向を認め た. す な わち , 多く の 肺癌組織 に お い て
テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は 病期 が早期 の 段階か ら す で に 認 め ら れ ,
T P G は病期 が進行する に し たが っ て 高値を示す こ と が 明 らか に
な っ た . 大腸癌 31)や甲状腺癌32), 乳癌
33)に お い て , テ ロ メ ラ
ー
ゼ 活性陽性例で は 陰性例 に比 し, 核 分裂指数や増殖細胞核抗原
(pr olife rating c elln u cle ar antige n) 染色率, Ki-67染色率が高 い
と指摘 さ れ て い る . 本研 究の 非小細胞肺癌の 症例でも核分裂指
数に つ い て 同様 の 結果が得 られ た. また , 核分裂指数が高値で
ある ほ どT P Gも高値を示 した . 不 死化細胞株 にお い て , テ ロ
メ ラ ー ゼ 活性 は Gl, S" G 2" M 期 で高く , 細 胞周期を離脱 さ
せ G O期 に誘導す る と テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 が 低下 する と 報告 さ れ
て い る
3 4)
. さ ら に 再び 細胞周期 に戻す と テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 の 再
上 昇が 認め られ る と さ れ て い る . 従 っ て テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は細
胞 の 分裂増殖 の 盛 ん な癌細胞 ほ ど高僧を示すと考え られ る . 本
研 究で み ら れ た 核分裂指数 と T P G値 の 相関 は , 痛 組織中でも
不死化細胞株 と同様 に , 分 裂増殖の 盛ん な癌細胞 を多く含む組
織 ほ ど, テ ロ メ ラ ー ゼ活性 は高値であ る こ とを示 して い る .
肺扁平上皮癌 と肺腺癌 に つ い て組織学的分化度 と T P G借の
相関を検討 した と こ ろ, 扁平上 皮痛 にお い て は高分化型 に比 し
中, 低分化型で は T P G催 が 有意 に高か っ た . なお , 申分化型
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と低分化型 の 間で は差を認 め なか っ た . しか し, 腺癌で は分化
度と T P G億 と の 相関を認 め なか っ た . さ ら に分化度 と テ ロ メ
ラ ー ゼ活性陽性率 と の 間に は腺癌, 扁平上 皮癌 ともに相関を認
め なか っ た . Al ban ellら
12)は肺 癌組織 の 分化度と T P G借あ るい
はテ ロ メ ラ ー ゼ活性陽性率 と の 間に は相関を認 め なか っ たと 述
べ て い る .
一 方藤原 ら35)は, 肺腺痛 にお い て 申分化型, 低分化
型は高分化型 に比 しテ ロ メ ラ ー ゼ活性 が高か っ た と報告 して い
る
.
. 彼 ら は染色体 の 不安定性も検討 して おり , 中, 低分化型で
は高分化型 に此 し染色体 の 不安定性 の 出現頻度 が高か っ たと 述
べ て い る . O k野 a Suら
31)は
, 大腸 癌 にお い て テ ロ メ ラ ー ゼ 活性
は腫瘍径 や深遠度 と は相関せず, 分化度 や細胞増殖速度 と相関
する と述 べ て い る . 一 方 , 大腸癌で は そ の 分化度 と テ ロ メ ラ ー
ゼ活性 は相関 しな い と する報告もある1 3). ま た , 胃癌で は高分
化型で テ ロ メ ラ ー ゼ活性 が 高い と の 報告もあり36J, テ ロ メ ラ ー
ゼ 活性 と膿瘍 の 分化度 と の 相関に関して は症例数を増や して 更
なる検討 が必要 と考え られ る.
テ ロ メ ア長 の 変化 に つ い て は83例申26例 で テ ロ メ ア 長の 変
化を認 め て おり延長例9例(10.8%), 短縮例17例(20.596)で あ っ
た
. 肺 癌 の 手術材料 の テ ロ メ ア長 に つ い て Hiyam a ら
1 8)は 延長
例3 %, 短縮例23 %, 創ba n ell ら1 2) は延 長例6 %, 短縮例18 %
と報告 し て お り , 本研 究 の 症例 より延長例 が少な か っ た .
Hiya m aら
18)
, Alba n ell ら
12)は , 1 %の ア ガ ロ
ー ス ゲ ル を電気泳
動に使用 して い る が , 本研 究で は0.7 %の ゲ ル を使用 してい る .
D N Aの 高分子領域で の 分離能は ゲ ル の 濃 度が 低 い ほ ど良く ,
この た め 高分子領域 の 評価が異 な っ た こ と も ー 因であ ろう. テ
ロ メ ア 長の 変化 と , 膿 瘍径, 組織型 , 病 期な どの 臨床病理学的
因子と の 間に は有意 の 相関を認めなか っ た .
テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 と テ ロ メ ア長 の 変化 と の 相 関に つ い て , 本
研究で は テ ロ メ ア長 延長例 の T P G値 は 不変例 に比 し有意に高
か っ た が , 短縮 例 と 不変例 と の 間 に は 差を認 めな か っ た .
Ama n ell ら
12)
, 平島 ら
17)は ヒ ト肺癌 に つ い て テ ロ メ ア長の 変化
とテ ロ メ ラ ー ゼ 活性と の 間に相関を認めな か っ た と して い る .
また Naka shio ら37)も肝細胞痛 にお い て 創ba n ell ら12)と同様の 結
果を報告 して い る . テ ロ メ ラ ー ゼ活性 は テ ロ メ ア長 を制御する
単独因子 で は な い . テ ロ メ ア 長は D N A複製 の 度 に起 こ る テ ロ
メ ア の 短縮, テ ロ メ ラ ー ゼ に よ る テ ロ メ ア の 伸 長, テ ロ メ ア 結
合蛋白 に よ る テ ロ メ ア 配列の 安定化の 3つ に より制御さ れ て い
る と 考 え ら れ て い る: 抑 . 非小細胞肺痛 の T P G高値症例で は ,
高い 分裂能を差 し引い て もテ ロ メ ラ ー ゼ に よ る テ ロ メ ア 長の 延
長が 認め ら れ た .
テ ロ メ ア 長変化の み ら れ た26例中4例(短縮例3例, 延長例1
例) の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は 陰性であ っ た . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陰
性で か つ テ ロ メ ア 長が 短縮 して い る 症例 で は , 腫瘍が テ ロ メ ラ
ー ゼ活性 を獲得 して い ない 可 能性 が考え ら れ る . しか し, テ ロ
メ ラ ー ゼ 活性が 陰性であ る にもか か わ ら ずテ ロ メ ア 長が 延長 し
て い る症例の 存在は , テ ロ メ ラ ー ゼ に よ る テ ロ メ ア 維持機構の
み で は説明でき ない . 酵母で は , テ ロ メ ラ ー ゼ に よ らな い 染色
体組み替えに よ る テ ロ メ ア長維持機構 の 存在 が指摘 さ れ て い
る 39)40)
. 哺乳類細胞で は こ の 機構の 存在 は具体的 に は証明さ れ
て い な い が , BIγa nら
41)は テ ロ メ ラ ー ゼ 活性は 陰性で , テ ロ メ
ア長が 非常 に長か っ た ヒ ト腫瘍由来不死化細胞株をあげ, ヒ ト
細胞 での こ の 機構の存在 を示唆 した . これ まで に 臨床検体 にお
い て テ ロ メ ラ ー ゼ 活性が 陰性か つ テ ロ メ ア 長が 延長 して い る痛
組織 の 存在を述 べ た報告 はなく, そ の 意味で 本研究 に お けるか
か る症例の 存在 は貴重と い え る.
テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は種 々 の 癌組織 で高率に発現 し, 正常組織
で は ほと ん ど発現 して い ない こ と か ら癌 の 早期診断に応周でき
る可能性がある . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は , 活性を有す る数個の 細
胞か ら検出可能である の で , 極微量 の 検体 を用 い て判定す る こ
とが で きる . 肺癌 に 関 して は , 気管 支洗浄液 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活
性を測定 した報告 があり, そ の 陽性率は約 80 % であ っ た42)43)
気管支洗浄液は気管支鏡下 で採取 さ れ , 多少なり とも侵襲 を伴
う. しか し, 痛 の ス クリ ー ニ ン グ検査 と して は非侵襲的方法が
望ま しく, 本研究 で は嗜癖の テ ロ メ ラ ー ゼ活性測定の 有用性を
検討 し た. 本研究 で は喀疲採取後直ち に検体をトリ プ シ ン 処理
し, 細胞ペ レ ッ トと して凍結保存 し, テ ロ メ ラ ー ゼ の 失活を防
止 した . そ の 結 果, 肺癌症例24例中14例の 喀痍 の テ ロ メ ラ ー
ゼ 活性 が 陽性であり , 感度 は0.583 であ っ た . ま た, 肺癌 症例
の うち細胞診で ク ラ ス Ⅰ- Ⅲ と診断され た 18例中9例 が テ ロ メ
ラ ー ゼ 活性陽性 であ っ た . 早期肺癌 の ス ク リ ー ニ ン グに 最も有
用で ある と さ れ て い る喀癌細胞診 で陰性 と判定さ れ た症例 で ,
テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性であ っ た意義 は極 めて 大きい もの と 思わ
れ る. 細胞診 で は採取 され た喀疲 の 一 部 しか 鏡検 しな い が , テ
ロ メ ラ ー ゼ は採取 され た 喀痍全体 の ペ レ ッ トよ り抽出 し測定す
るた め , 細胞診 で は捕捉できな か っ た痛細胞の テ ロ メ ラ ー ゼ活
性を検出できたも の と考えら れ る. しか し, 非肺癌患者の 喀痍
でも16例中3例(18.8%)で テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 が検出され て おり ,
癌細胞以外の 活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジ や, リ ン パ 球な どの テ ロ メ
ラ ー ゼ 活性を測定 して い る 可能性 がある . 一 方細胞診で ク ラ ス
Ⅳ一 Ⅴ と診 断さ れ た 6例中5例が テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性, 1例が
陰性であ っ た . 陰性例 の 1例 で は肺癌組織 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性
も陰性であ っ た . 細胞診が クラ ス Ⅳ Ⅳ で テ ロ メ ラ ー ゼ 活性が陰
性である他の 原因 と して , 喀病 中で 癌細胞が 死 滅 しテ ロ メ ラ ー
ゼ 活性が 失活する か, 剥維癌細胞 の 数が 非常 に少 ない 可能性が
考え られ る . 非癌細胞由来の テ ロ メ ラ ー ゼ活性を考慮 した 適切
な カ ッ トオ フ 値 の 設定や 検体 の 処理 お よ び保存方法, テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性測定法 の 煩雑さな どの 問題点 を有す るもの の , 喀疲中
の テ ロ メ ラ ー ゼ活性測定は今後肺癌早期診断の 有用な方法にな
るもの と 思わ れる .
結 論
非小細胞肺癌 切除例お よ び1掛接正常肺組織 に対 し テ ロ メ ラ ー
ゼ 活性測定, テ ロ メ ア 長測定 を行 っ た . また肺癌患者 の 喀疾r】‡]
の テ ロ メ ラ ー ゼ活性を測定し, 以~~ti
-
の よう な結論 を得た .
1 . テ ロ メ ラ 岬 ゼ描性 は, 非小細胞肺癌組織 で は70.8% で 陽
性で あ っ た が , 隣接 正常肺組織で はす べ て 陰性であ っ た . T P G
は, 非小細胞肺癌組織 で は隣接正常肺組織 に比し有意 に高値 を
示 した .
2 . 非小細胞肺癌組織 に おい て , テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性率と
T, N 園子, 病期, 組織型, 分化度 と の 間に相関を認 めなか っ
た . TP G はT因子や病期が進行 した 症例で高値を示す傾向にあ
っ た
. また T P G値 と核分裂指数 に は正 の 相関があ っ た .
3 . 非小細胞肺癌組織 幻例中26例(31.3%)で テ ロ メ ア長の 変
化を認 め た. 短縮例 は17例 , 延長例は 9例で あっ た . テ ロ メ ア
長 変化と T, N因子, 病期, 組織型, 分化虔と の 相関は認めな
か っ た . テ ロ メ ア長延長例で は不変例 に止し有意 に T P G が高
偲 であ っ た .
4 . 肺癌患者24例中14例 (5 臥3%), 非肺癌患者16例中3例
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(18.8%) の 喀痛 が テ ロ メ ラ ー ゼ 活性陽性 であ っ た . 肺癌患者24
例中18例 が 略癌細胞診 ク ラ ス ト Ⅲ で , うち9例 の 嗜癖 が テ ロ
メ ラ ー ゼ青苗性陽性であ っ た . 6例が ク ラス Ⅳ- Ⅴで そ の うち 1例
の 喀瘍 の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は陰性であ っ た .
以 上の 結 果より , 非小 網胞肺痛で は比較的早期 の 段階か ら テ
ロ メ ラ ー ゼ活性 は 高率 に発現 し, 病期 の 進行 と とも に , また 細
胞増殖速度を反映 して 高活性と な る こ と が 明らか に な っ た . さ
らに 肺癌患者 の 暗疲中の テ ロ メ ラ ー ゼ活性測定 は肺痛 の 早期診
断に有用であ る こ とが初 め て示唆さ れ た .
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Abstra ct
Hu m a ntelo m e re s a re spe cializ ed n u cle oprotein stru ctul
･
e Slo c ated at the e nds ofchro m o s o m e s a nd contain lng the 5
,
-
T T A G GL3
,
r epe ats･ Co n v e ntio n al D N Apolymera s e s c a n n otreplic ate the e nds of lin e ar chro m o s o m e s, r eS ultingln gradual
telo m e re shorten l ng aS a C ell divide s･ Telo m e r a s eis a spe cializ ed D N Apolym e ra s ethatis able to synthe siz ede n o v o
telo meric D N Awhich can be ad ded to the chro m o s o m e e nds, thu s c o mpe n s atlngfo rthe n o rm al, gr adu al los s oftelo m e re s･
Hightelom e ra s e a ctiv lty lS e XPr eS Sed in m osthu m a ntu m o rsin cludinglu ng c a n c e rsbutis ra rely dete ct ed in n o r m als o m atic
Cells･ T he pre s e ntstudy w a s u nde rtake nto assay for telo m eras ea ctivlty a ndthe telo merelength in s u rgl C alspe cim e n sfr o m
n o n- S m a11c ell lu ng can c e rpatie nts a nd to c o rrelate the s e r es ults with val
･io u s clinic al a nd pathologic al findings(tu m o r
histolog y, Pathologic al stage, tum O r Stage , lymph n ode m et asta sis, C ell diffe r e ntialstage, a nd mitotic index). W e fu rthe r
as sayed fo rtelo m era se a ctivlty ln SPutu m S a mPle s c o11e cted fro m 2 4 lu ng c a n c e rpatie nts a nd the re s ults w e r e e v alu ted lbr
Suitabilityasa n e a rlydiagn osticte st･
T he telo m e r a se as s ay w a sperform ed acc o rding to the telom er皐C r ePeat a mPlificatio n pr oto c ol(T R A P)a s s ay u sing a
T RA P｡Z ｡Telom e ra sedete ctio nkit. Re s ults wer equantitated asthe tot alprodu ctge n e rated(T PG) . The telo rn e r el ngth was
dete rmin ed by So uthernblota n alysISuSlngtelo m er e repe ats D N Aas the probe ･ Telom e ras e a ctiv lty W aS dete cted in 7 5/10 6
(70･8%)ofムon - S m a11cell lu ng c a n c e rtis s ues ,but in n o n e ofadja c e nt n o r rn altis s u e s. T he telorneraSe a Cti vitylevel(T P G)of
no n- Sm allc ell lu ng c a n c e rs(40.1 ± 100 u)w a s signi 丘c antly higherthan that ofeithe radja c ent n o r m altiss u e s(0.0 4 8 ± 0. 82
u)o rinflam matorylu ng tissues(0･13 5± 0･07 8)■◆Statistic a11y significa ntpositive r elation - Ships wer edefeCted betw een the
level oftelom erase activlty and the tu mor stage, Pa thologlCal stage and mitoticinde x ofthe t u m or cells. In c ontra st, nO
SlgniBca ntrelatio n-Ship w a sdete cted betwe e nT P Ga ndthelym ph node m eta stasis stage ortu m orhistolog y･ Ho wever, tu m O r
tissu es ftom patie nts with pleu r al inva sio n sho wed ge n e ra11y highe rT P Gs･ Le ssdiffe rentiated squa mous cellc arcin om a
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ex.hibited higher T P Gthan m orediffe rentiated c ells. Ofthe 83 no n
-Sm allcell lu ng can c e r spe cim e ns e x amin ed, 9 c ase s
(10.8 %)show ed elo ngated telom erele ngthin c omparis on wi ththe adja cent nor maltiss u es, While 17case s(20.5 %)show ed
reduced and 57 case s(68.7%)u naltered telom e rele ngths･ Statistica11y higher telom e ra se a ctivity w as asso ciated with lu ng
CanCe rtiss u es with elo ngated telom e r ele ngths . Telom e r a s e a ctivity w as detec ted in 1 4/2 4(58.3%)sputu m spe cim e ns
COlle cted 血
■
O m nOn -S mallcell lung c ance rpatie nts a nd 3/1 6(1 8.8%)sputu m specim en sffo m n o n-lu ng c a n c e rpatients. 9/1 8
(50.0%)sputu m specim ensfro m classI - Ⅲ patients a nd5/6(83.3 %)sputu m spe cim en sffo m classⅣ - V patie nts w erefbu nd
telo merase positive, the se re sults sug gesting the potential us efuln e s sof a t elom e ras e as ay ofsputu m as a non -invasiv e
S Cree nlngteSt forlung ca nce rs.
